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摘要 : 为 研究 氟 代 柠檬 酸 〈Fluorocitrate) 对 体外 培养 的 神经 胶 质 瘤 细胞 生长 的 影响 ， 采 用 MTT 法 研究 不 同 
的 氟 代 柠檬 酸 浓度 (0.0025mmol/L，0.005mmol/L，0.01mmol/L，0.025mmol/L 和 0.1mmoyL) 和 作用 时 间 (36h， 
48h 和 60h) 对 神经 胶 质 瘤 细 胞 G422 增殖 的 影响 。 结 果 发 现 : (1) 氟 代 柠檬 酸 可 抑制 G422 细胞 的 增殖 ， 并 且 其 
抑制 作用 随 氟 代 柠 檬 酸 浓 度 的 增加 而 增强 ; (2) 高 浓度 (0.01 mmol/L，0.025 mmoyL 和 0.1 mmol/L) 氟 代 柠檬 酸 
对 G422 细胞 的 增殖 抑制 作用 随 作 用 时 间 的 延长 而 增强 ; (3) 低 浓度 (0.0025mmol/L 和 0.005mmoyL ) 氟 代 柠檬 
酸 对 G422 细胞 的 增殖 抑制 作用 不 随 作 用 时 间 的 延长 而 改变 。 实 验 表 明 ， 氟 代 柠 檬 酸 能 够 抑制 神经 胶 质 瘤 细 胞 的 
增殖 ， 其 抑制 能 力 随 气 代 柠 榜 酸 浓度 的 增加 和 作用 时 间 的 延长 而 加 强 。 
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Abstracts: In the present study, the effects of fluorocitrate on the proliferation of cultured glioblastomas G422 cells 
were investigated. Proliferation of glioblastomas G422 cells was measured by MTT assay at 36h, 48h and 60h after 
fluorocitrate (0.0025mmol/L, 0.005mmol/L, 0.01 mmol/L, 0.025mmol/L and 0.1 mmol/L) treatment. Our results showed 
that: (1) Fluorocitrate inhibited the proliferation of glioblastomas G422 cells in a dose dependent manner; (2) The 
inhibition rate increased with treatment time at high concentrations of fluorocitrate (0.01 mmol/L, 0.025mmol/L and 0.1 
mmol/L); (3) The inhibition rate did not increase with treatment time at low concentrations of fluorocitrate (0.0025 


mmol/L and 0.005 mmol/L). This study indicated that fluorocitrate inhibited the proliferation of glioma cells as a function 
of fluorocitrate concentration and treatment time. 
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氟 代 柠檬 酸 (Fluorocitrate ) 是 氟 酷 酸 盐 1952)。 它 可 竞争 性 抑制 细胞 三 羧 酸 循环 中 顺 乌 头 酸 
( Fluoroacetate ) 在 生物 代谢 中 的 产物 (Peters， 酶 的 活性 (Morrison & Peters，1954; Villafranca & 
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Platus, 1973)， 从 而 阻 断 细胞 的 三 羧 酸 循环 。 早 期 的 
研究 发 现 腹 腔 注 射 气 代 柠 榜 酸 可 抑制 移植 在 小 鼠 
腑 下 的 腺 癌 瘤 755 的 生长 (Dietrich & Shapiro, 
1956)。 在 神经 系统 中 氟 代 柠檬 酸 对 细胞 代谢 的 抑制 
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1.3 细胞 株 

实验 所 用 小 鼠 神经 胶 质 瘤 细 胞 株 G422 购 自 北 
京 天 坛 医 院 。 细 胞 培养 于 RPMI1640 培养 基 。 培 养 
基 由 RPMI1640 (CGIBCO)、10 允 小 牛 血清 《杭州 四 









































是 特异 性 的 。 体 内 和 体外 的 实验 都 证 明 ， 氟 代 柠 檬 
酸 在 一 定 的 浓度 范围 内 只 抑制 神经 胶 质 细胞 的 三 
羧 酸 循环 而 不 影响 神经 元 的 代谢 (Hassel et al, 1992; 
Hassel et al，1995)。 神 经 胶 质 细胞 的 三 羧 酸 循环 和 
神经 元 不 同 ， 前 者 以 醋酸 盐 为 代谢 底 物 ， 与 谷 氨 栈 
胺 的 合成 有 关 ; 后 者 以 葡萄 糖 为 代谢 底 物 ， 不 能 代 
谢 醋 酸 盐 ， 与 谷 氨 酰 胺 的 合成 无 关 (Berl & Clarke， 
1969; Martinez-Hernandez et al，1977)。Fonnum et 
al(1997) 认 为 氟 代 柠檬 酸 这 种 特异 性 的 抑制 作用 产 
生 的 原因 是 只 有 神经 胶 质 细胞 才能 摄 入 氟 代 柠檬 
酸 。 目 前 ， 氟 代 柠 檬 酸 因 其 特异 性 的 对 神经 胶 质 细 
胞 的 抑制 作用 ， 已 成 为 研究 神经 胶 质 细胞 功能 及 其 
与 神经 元 之 间 关 系 的 一 种 常用 工具 药 。 

神经 胶 质 瘤 是 鼎 内 常见 恶性 肿瘤 ， 其 呈 浸 润 性 
生长 ， 外 科 手 术 无 法 将 其 全 部 切除 。 残 留 的 神经 胶 
质 瘤 细 胞 增殖 能 力 非 常 强 ， 神 经 胶 质 瘤 经 常会 在 手 
术 后 的 一 至 两 年 内 复发 ， 很 难 根治 。 神 经 胶 质 瘤 细 
胞 来 源 于 神经 胶 质 细胞 (Escourolle et al, 1978)， 那 
么 ， 氟 代 柠 柑 酸 对 神经 胶 质 瘤 细 胞 的 增殖 是 否 具 有 
抑制 作用 ”目前 尚 缺乏 实验 数据 。 由 于 动物 体内 环 
境 相当 复杂 ， 不 利于 研究 氟 代 柠檬 酸 和 肿瘤 细胞 间 
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季 青 公司 ) 和 0.1% 青 霉 素 、 链 霉 素 配 制 而 成 。 将 纪 
胞 分 两 组 : 对 照 组 (加 10% 生 理 盐水 ) 和 药物 组 (加 
10% 氟 代 柠 檬 酸 )。 
1.4 MTT 法 测定 细胞 活力 
用 噬 唑 蓝 (MTT，AMRESCO 分 装 ) 还 原 测定 
法 测定 不 同 剂量 药物 作用 后 细胞 的 存活 数 (Sobottka 
多 Berger 1992)。 将 细胞 和 药物 加 入 96 孔 板 ， 每 孔 
细胞 数 为 2.5X10。 设 定 三 个 作用 时 间 : 36h，48h 
和 60h， 分 别 在 三 块 96 孔 板 上 进行 实验 。 在 每 块 
96 孔 板 上 设 定 一 个 对 照 组 和 五 个 药物 浓度 梯度 组 ， 
每 组 12 孔 。 在 药物 作用 相应 时 间 后 于 96 孔 板 的 小 
孔 内 加 入 Smg/mL MTT 10uL， 和 加 CO? 培养 箱 旷 育 
4h。3000rpm 离心 去 上 清 后 用 二 甲 基 亚 砚 (CDMSO) 
溶解 MTT 反应 产物 甲 膜 , 用 酶 联 免疫 检测 仪 在 570 
nm 波段 测定 甲 膜 溶 液 的 OD 值 。 用 公式 
对 照 组 OD 值 - 药物 组 OD 值 x 100% 
对 照 组 OD 值 计算 氟 代 柠檬 酸 对 

G422 细胞 增殖 的 抑制 率 。 
1.5 数据 处 理 与 分 析 

数据 采用 SPSS13. 0 统计 软件 分 析 。 采 用 双 因 
素 方 差分 析 “ 药 物 剂 量 ” 与 “作用 时 间 ” 对 细胞 增 
殖 的 影响 ; 采用 单 因素 方差 分 析 同 一 时 间 段 不 同 药 











































































































































































































的 直接 关系 ， 而 体外 培养 的 环境 简单 可 控 ， 且 可 直 
接 研 究 氟 代 柠檬 酸 对 神经 胶 质 瘤 细 胞 的 作用 。 在 本 





















































物 剂量 以 及 同一 剂量 不 同 作用 时 间 对 细胞 增殖 的 
































实验 中 ， 我 们 将 采用 体外 培养 的 方法 研究 氛 代 柠檬 
酸 对 神经 胶 质 瘤 细 胞 的 影响 。 此 研究 将 为 探讨 神经 
胶 质 瘤 细 胞 的 代谢 特点 打下 基础 ， 同 时 也 可 能 为 神 
经 胶 质 瘤 的 治疗 找到 一 种 新 的 化 疗 药物 。 


1 材料 和 方法 


1.1 药物 
Ba-fluorocitrate 为 SIGMA 公司 产品 ， 参 照 
(Paulsen et al, 1987) 方 法 配制 1mmolL 氟 代 柠檬 酸 
母液 ， 并 用 生理 盐水 将 氟 代 森 榜 酸 稀释 为 0.25 
mmol/L, 0.1 mmol/L, 0.05 mmol/L, 0.025 mmol/L 
四 个 浓度 梯度 。 
12 仪 器 
酶 标 仪 (BIO-RAD )，CO, 恒温 培养 箱 
(SHELLAB), SW-CJ-IB 超 净 工作 台 (中 国 苏州 净 
化 设备 广 )。 





























































































































影响 。 数 据 采 用 “平均 值 土 标准 差 ? 表 示 , 以 P<0.05 
为 差异 具有 统计 学 意义 。 


2 结 果 


双 因 素 方 差分 析 表 明 ， 不 同 浓 度 的 氟 代 柠檬 酸 
对 G422 细胞 增殖 抑制 率 的 影响 具有 显著 差异 [已 5， 
198) =1272.609; P<0.001]， 各 浓度 氟 代 柠檬 酸 作用 
时 间 的 长 短 对 G422 细胞 增殖 抑制 率 的 影响 也 具有 
显著 差异 [下 io8) =45.885; P<0.001]， 并 且 “ 作 
用 时 间 ” 和 “药物 剂量 ”存在 交互 作用 [LF 0, 198) 
=10.997; P<0.001]。 

气 代 柠 榜 酸 的 所 有 测试 浓度 ，0.0025mmolL， 
0.005 mmol/L，0.01 mmol/L，0.025 mmol/L 和 0.1 
mmol/L, 在 三 个 不 同 作用 时 间 段 , 36h, 48h 和 60h， 
对 G422 细胞 的 增殖 均 具 有 明显 的 抑制 作用 [36h， 
48h 和 60h: 已 ,70 =640.814，287.081 和 269.392; 
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4 期 帷 家 桂 等 : 


P<0.001]。 此 外 ，Post-hoc 分 析 表 明 三 个 作用 时 间 
段 每 个 浓度 的 氟 代 柠檬 酸 对 G422 细胞 增殖 的 抑制 
作用 是 不 同 的 ， 其 剂量 之 间 的 差异 具有 统计 学 显著 
性 CP<0.05， 图 1)。 

高 浓度 氟 代 柠檬 酸 对 G422 细胞 增殖 的 抑制 率 
与 其 作用 时 间 的 长 短 有 关 。Post-hoc 分 析 表 明 : 低 
浓度 氢 代 柠 榜 酸 ，0.0025mmolL 和 0.005mmol/L， 
分 别处 理 G422 细胞 36h，48h 和 60h 后 ， 其 细胞 
增殖 的 抑制 率 不 具有 显著 差异 (P>0.05); 高 浓度 气 
代 柠 檬 酸 ,0.01mmolL, 0.025mmol/L 和 0.1mmolL， 
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对 细胞 增殖 的 抑制 随 作用 时 间 的 增加 而 增强 ， 三 个 
作用 时 间 段 对 细胞 增殖 的 抑制 率 具 有 显著 性 差异 
[Fo 35 =7.738，27.160 和 48.179;，P<0.001]。 暴 
中 0.01 mmoyL 和 0.025 mmolL 的 氟 代 柠檬 酸 ， 在 
48h 和 60h 作用 时 间 段 的 抑制 率 均 高 于 36h 
CP<0.05)， 但 60h 和 48h 作用 时 间 段 的 抑制 率 之 
间 没 有 显著 差异 〈P>0.05)， 在 0.1mmoyL 时 ， 三 
个 作用 时 间 段 对 细胞 增殖 的 抑制 率 具 有 显著 性 差 
异 (P<0.05， 图 2 )。 
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Fig. 1 

















CI) 〈I) 和 (IIL) 分 别 表 示 氟 代 柠 样 酸 作 
各 组 OD 值 的 平均 值 土 标 准 差 (n=12)。 











图 1 不 同 剂 量 氟 代 柠檬 酸 对 G422 细胞 增殖 的 抑制 效应 
Inhibitory effect of fluorocitrate (FC) on the proliferation of G422 cells 








36h，48h 和 60h 后 不 同 剂 量 氟 代 柠 檬 酸 对 G422 细胞 增殖 的 抑制 效果 。 图 中 数据 为 


C1), (Il)and (lI) show inhibitory effect of fluorocitrate with different concentrations on the proliferation of G422 cells after fluorocitrate 


treatment for 36h, 48h and 60h respectively. Data are expressed as mean of OD+t SD (n=12). 
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图 2 ”不同 浓度 氟 代 柠檬 酸 在 不 同 长 度 作 用 时 间 下 对 
G422 细胞 增殖 的 抑制 效应 
Fig.2 Inhibitory effect of fuorocitrate (FC) on the 
proliferation of G422 cells with different 
concentrations and treatment times 


图 中 数据 为 各 组 平均 抑制 率 土 标准 差 ( 每 个 浓度 各 时 间 段 n=12)。 


Data are expressed as mean of inhibition rate + SD (n=12 per 
































concentration per time). 
* P<0.05; P<0.001. 


3 讨 论 
































在 本 实验 中 ， 我 们 研究 了 氟 代 柠檬 酸 对 神经 胶 
质 瘤 细 胞 G422 增殖 的 影响 ， 结 果 发 现 随 着 剂量 的 
加 大 和 作用 时 间 的 延长 ， 气 代 柠 榜 酸 对 G422 细胞 





























增殖 的 抑制 也 逐渐 增强 。 该 结果 与 气 代 森 榜 酸 对 小 





鼠 腋 下 腺 癌 瘤 755 生长 的 抑制 作用 是 一 致 的 
(Dietrich & Shapiro, 1956)。 气 代 柠 榜 酸 作为 三 法 酸 
循环 的 一 种 抑制 剂 (Morrison && Peters，1954; 
Villafranca & Platus，1973)， 可 能 是 通过 抑制 G422 
细胞 的 三 羧 酸 循环 来 抑制 其 增殖 。 在 神经 系统 中 小 
剂量 氟 代 柠檬 酸 选 择 性 地 作用 于 神经 胶 质 细胞 
(Hassel et al, 1992; Hassel et al, 1995), 提示 神经 胶 质 
瘤 细 胞 和 神经 胶 质 细胞 在 代谢 机 理 上 有 相似 之 处 。 
氟 代 柠檬 酸 作 用 的 另 一 个 特点 是 氟 代 柠檬 酸 
剂量 和 作用 时 间 的 交互 效应 ， 即 低 浓 度 氟 代 柠檬 酸 
对 G422 细胞 的 抑制 没有 时 间 效 应 ， 而 高 浓度 氟 代 
柠檬 酸 对 G422 细胞 的 抑制 随 作 用 时 间 延 长 而 增 
强 。 以 前 的 研究 发 现 ， 人 工 合成 的 氟 代 柠檬 酸 对 纯 
化 的 顺 乌 头 酸 酶 活性 的 抑制 有 两 种 形式 : 在 浓度 为 
0.006 mmolL 时 其 对 顺 马 头 酸 酶 活性 的 抑制 是 可 逆 
的 ; 在 浓度 为 0.024mmolL 时 其 对 顺 乌 头 酸 酶 的 抑 
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制 则 是 不 可 逆 的 (Morrison 人 Peters, 1954)。 这 与 本 
实验 中 低 谊 度 氟 代 柠檬 酸 〈0.0025 mmol/L 和 0.005 
mmolEL) 对 G422 细胞 的 抑制 没有 时 间 效 应 ， 高 浓 
度 氟 代 柠 檬 酸 (0.01 mmol/L，0.025mmolWL 和 0.1 
mmolL) 对 G422 细胞 的 抑制 随时 间 延 长 而 增强 是 
相对 应 的 。 提 示 氟 代 柠 檬 酸 对 G422 细胞 作用 在 剂 
量 和 时 间 上 的 交互 效应 产生 的 原因 可 能 是 低 浓度 
氟 代 柠檬 酸 对 G422 细胞 三 凑 酸 循环 的 抑制 是 可 道 
的 ， 而 高 浓度 氟 代 柠檬 酸 对 G422 细胞 三 凑 酸 循环 
的 抑制 是 不 可 逆 的 。 氟 代 柠 檬 酸 这 种 特性 在 活体 动 
物 实验 中 也 有 发 现 。 在 大 鼠 纹 状 体内 注射 1nmoL 
氟 代 柠檬 酸 可 导致 谷 氨 栈 胶 、 谷 氨 酸 和 天 冬 氨 酸 水 
平 的 可 逆 性 改变 ， 并 且 发 现 神经 胶 质 细胞 的 超 微 结 
构 受 到 损伤 ， 在 大 鼠 纹 状 体内 注射 2nmoL 氟 代 柠 
榜 酸 则 可 导 臻 谷 氨 酸 等 氨基 酸 水 平 不 可 首 的 改变 ， 
不 但 神经 胶 质 细胞 的 超 微 结构 受到 损伤 ， 而 且 神 经 
元 的 超 微 结构 也 受到 损伤 (Paulsen et al, 1987)。 

以 前 的 研究 发 现 , 0.02mmol/L 氛 代 柠檬 酸 可 对 
体外 培养 的 正常 星 形 胶 质 细胞 产生 抑制 作用 
(Hassel et al, 1994)。 而 在 本 实验 中 ，0.0025mmol/L 
氟 代 柠檬 酸 即 对 体外 培养 的 神经 胶 质 瘤 细 胞 G422 



















































































































































































































































































参考 文献 : 


Berl S, Clarke DD. 1969. Compartmentation of amino acid metabolism[Al. 
Handbook of Neurochemistry[M]. Plenum, New York: Lajtha, A, 2: 
447-472. 

Chung HM. 1984. Acute renal failure caused by acute monofluoroacetate 
poisoning[J]. Veterinary and Human Toxicology, 26 (Suppl 2): 29-32. 

Dietrich LS, Shapiro DM. 1956. Fluoroacetate and fluorocitrate antagonism 
of tumor growth; effect of these compounds on citrate metabolism in 
normal and neoplastic tissue[J]. Cancer Research, 16(7): 585-588. 

Escourolle R, Poirier J, De Girolami U. 1978. Manual of Basic 
Neuropathology[M]. Eastbourne: Holt-Saunders, 
Butterworth-Heinemann. 

Fonnum F, Johnsen A, Hassel B. 1997. Use of fluorocitrate and 
fluoroacetate in the study of brain metabolism[J]. Glia, 21(1): 106-113. 

Guarriera-Bobyleva V, Buffa P. 1969. The inhibition by fluorocitrate of rat 
liver mitochondrial and extramitochondrial aconitate hydratase[J]. The 
Biochemical Journal, 113(5): 853-860. 

Hassel B, Paulsen RE, Johnsen A, Fonnum F. 1992. Selective inhibition of 
glial cell metabolism in vivo by fluorocitrate[J]. Brain Research, 
S76(1): 120-124. 

Hassel B, Sonnewald U, Unsgard G, Fonnum F. 1994. NMR spectroscopy of 
cultured astrocytes: effects of glutamine and the gliotoxin 
fluorocitrate[J]. J Neurochem, 62(6): 2187-2194. 

Hassel B, Westergaard N, Schousboe A, Fonnum F. 1995. Metabolic 











有 显著 的 抑制 作用 。 这 提示 气 代 森 榜 酸 可 能 对 神经 
胶 质 瘤 细 胞 抑制 作用 更 强 。 

本 实验 证 明了 氟 代 柠檬 酸 对 小 鼠 神经 胶 质 瘤 
细胞 G422 的 增殖 有 抑制 作用 ， 但 氟 代 柠檬 酸 对 其 
他 动物 的 神经 胶 质 瘤 细 胞 特别 是 人 的 神经 胶 质 瘤 
细胞 的 增殖 是 否 有 抑制 作用 尚 需 进一步 研究 。 此 
外 ， 气 代 柠 榜 酸 全 身 给 药 时 会 影响 到 肝 、 肾 等 细胞 
的 代谢 和 功能 (Chung 1984; Guarriera-Bobyleva && 
Buffa, 1969)。 这 决定 了 气 代 柠 榜 酸 治疗 神经 胶 质 瘤 
时 只 能 颅 内 局 部 给 药 ， 即 将 气 代 森 榜 酸 直 接送 入 颅 
内 的 神经 胶 质 瘤 组 织 或 肿瘤 切除 后 的 瘤 腔 。 氟 代 柠 
檬 酸 作为 治疗 神经 胶 质 瘤 的 化 疗 药物 的 潜力 和 优 
势 在 于 小 剂量 气 代 柠檬 酸 不 影响 神经 元 代谢 ， 其 在 
抑制 神经 胶 质 瘤 生 长 的 同时 可 能 不 会 对 神经 元 的 
正常 功能 产生 大 的 影响 。 
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